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　　摘要：花生是重要的豆科经济作物，能与慢生根瘤菌属的根瘤菌共生固氮，辽宁省的花生种植较广泛，但是对该地
区花生根瘤菌的研究并不全面。采用１６ＳｒＤＮＡ和ｎｉｆＨ基因的序列分析方法从遗传学角度对１７株分离自辽宁省不同
地区的花生根瘤菌的特性进行研究。根据１６ＳｒＤＮＡ基因的序列分析将所有菌株分为４个类群，而 ｎｉｆＨ基因的序列
分析方法将供试菌株分成两大类群，２种方法的分类结果大体一致，测序结果表明所有菌株都属于慢生根瘤菌属。说
明辽宁省花生慢生根瘤菌的分布可能与该地的地理环境存在一定的相关性。
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　　根瘤菌是能与豆科植物的根部组织建立共生固氮系统的
土壤微生物，通过此共生固氮系统固定的氮素量对于陆地生

态系统来说非常重要［１－２］，而且有利于农业、林业和退化土地

复垦的可持续发展［３］。通常认为，共生根瘤菌分布于 α－变
形菌门的根瘤菌属、慢生根瘤菌属、中华根瘤菌属、中慢生根

瘤菌属、异根瘤菌属和固氮根瘤菌属［４］，但是随着根瘤菌分

类学的发展，目前已经发现一些属于 β－变形菌门的根瘤菌，
例如伯克氏菌属和贪铜菌属的微生物［５］。

花生（ＡｒａｃｈｉｓｈｙｐｏｇａｅａＬ．）别称落花生，是一种重要的农
业和经济豆科作物，可被用作粮食作物、油料作物和用于生产

多种食品，通常认为可与慢生根瘤菌共生进行固氮，其耐旱

性、固氮能力和耐阴性使其成为与玉米、高粱、谷子和其他禾

本科作物进行间作的重要豆科植物［６］。我国是世界上花生

的进出口大国，花生产业的发展对于增加农民收入、促进国内

食品安全发展和改善人们生活水平有重要的意义。

共生固氮效力是衡量花生与本土根瘤菌共生系统的重要

因素。在花生种植上接种根瘤菌有很好的固氮效果，然而固

氮效果受所接种根瘤菌与本土根瘤菌间的竞争影响很大［７］，

因此，从本地筛选出具有结瘤、固氮和高效竞争能力的根瘤菌

菌株非常重要［８］。然而，尽管花生在辽宁省种植较广泛，但

是关于本地根瘤菌系统发育多样性的相关报道并不多，本研

究的目的在于通过对１６ＳｒＤＮＡ和 ｎｉｆＨ基因序列差异性分
析，对本地花生根瘤菌的特性、种群和系统发育多样性进行研

究，评估地理变异，有助于改善豆科作物接种根瘤菌、提高固

氮量的策略［９－１０］。

１　材料与方法

１．１　菌株的采集
本研究所用菌株的来源和地理环境列在表１中。所选菌

株直接分离自辽宁省不同地理区域所种植的花生根瘤中，每

株植物上随机采集１～２个红色根瘤，从根瘤中分离细菌的方
法如下：根瘤用９５％乙醇表面消毒３０ｓ，随即在０．１％ ＨｇＣｌ２
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溶液中浸泡３～５ｍｉｎ，然后用无菌蒸馏水洗涤５～６次，夹破
根瘤并在含有刚果红的酵母浸出物 －甘露醇培养基（ＹＭＡ）
平板上划线［１１］，将平板置于２８℃条件下培养２～７ｄ长出单
菌落，随后挑取长出的分离物，经过稀释涂布平皿纯化，挑取

单菌落，－８０℃冰冻保存在含有２０％甘油的 ＹＭＡ液体培养
基中［７］。根据菌株较慢的生长速度和在含有溴麝香草酚蓝

（ＢＴＢ）的ＹＭＡ平板上产碱（培养基由草绿色变为蓝色）初步
推断属于慢生根瘤菌属［１２］。通过结瘤试验验证菌株是否具

有使花生结瘤的能力。

表１　菌株的采集地和样地的环境条件

菌株 地点 位置 地形 气候条件

Ｐ、Ｊ 阜新市 西部　 山地和丘陵 温带半干旱半湿润气候

Ｂ 黑山县 西部　 平原和丘陵 温带大陆性季风气候

Ｇ 兴城市 西南　 丘陵 温带季风性气候

Ｆ 康平县 北部　 平原和丘陵 温带大陆性气候

Ｈ 法库县 北部　 平原和丘陵 温带大陆性季风气候

Ｏ 沈阳市 中部　 平原 温带半湿润大陆性气候

Ｃ、Ｅ 辽中县 中南部 平原 温带半湿润大陆性气候

４ 辽阳市 中南部 平原和丘陵 温带半湿润季风性气候

１．２　结瘤试验
对所有供试菌株包括从中国科学院沈阳应用生态研究所

获得的参照菌株（慢生根瘤菌属的１０２４菌株）在实验室进行
盆栽结瘤试验。花生种子表面消毒的方法与前面根瘤表面消

毒的方法相同［１１］，置于含有湿润纱布的无菌平板中在２８℃条
件下催芽，待胚芽长到约２．０ｃｍ时，播种到装有蛭石和无氮营
养液并在１２１℃下灭菌１ｈ的玻璃罐中，每罐播种２粒，并在根
部接种１ｍＬ供试菌的菌悬液（约０．１亿个细胞／ｍＬ），每个处
理设置５个重复并设置空白对照。将盆栽置于特定的环境下
培养（２８℃，每天光照１６ｈ，相对湿度５０％），适当补浇无菌水，
每月浇２次无氮营养液［１１］。接种４５ｄ后收获植株，记录每个
处理的结瘤数。内部呈现红色的根瘤视为有效根瘤。

１．３　ＤＮＡ提取
提取 ＤＮＡ前，将供试菌株在 ＹＭＡ平板上划线活化，

２８℃ 培养至长成单菌落，挑取单菌落接种到 ＹＭＡ液体培养
基中长至对数期（０．４＜Ｄ６００ｎｍ ＜０．６）用于提取总 ＤＮＡ，用细
菌基因组ＤＮＡ提取试剂盒（ＴＩＡＮＧＥＮ，北京）提取ＤＮＡ。
１．４　ＰＣＲ扩增和１６ＳｒＤＮＡ基因序列测定

选取每一样地的代表菌株，ＤＮＡ提取后，用引物 ｆＤ１
（５′－ＣＣＧＡＡＴＴＣＧＴＣＧＡＣＡＡＣＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－
３′）和 ｒＤ１（５′－ＣＣＣＧＧＧＡＴＣＣＡＡＧＣＴＴＡＡＧＧＡＧＧＴＧＡＴＣ
ＣＡＧＣＣ－３′）扩增１６ＳｒＤＮＡ基因。ＰＣＲ程序按照 Ｗｅｉｓｂｕｒｇ
等的方法［９］操作，在１％琼脂糖凝胶电泳上进行 ＰＣＲ产物效
果检测，凝胶成像系统拍照，效果较好的产物送至生物公司进

行测序。

１．５　ＰＣＲ扩增和ｎｉｆＨ基因序列测定
由于ｎｉｆＨ基因编码固氮还原酶，为了研究根瘤菌的共生

特性，笔者分析了ｎｉｆＨ基因，用特异性引物ｎｉｆＨＦ（５′－ＴＡＣＧ
ＧＮＡＡＲＧＧＳＧＧＮＡＴＣＧＧＣＡＡ－３′）和 ｎｉｆＨＲ（５′－ＡＧＣＡＴＧＴ
ＣＹＴＣＳＡＧＹＴＣＮＴＣＣＡ－３′）扩增 ｎｉｆＨ基因，ＰＣＲ程序参考
Ｇｕｒｋａｎｌｉ等的研究［１３］。ＰＣＲ产物在１％琼脂糖凝胶电泳上检
测，凝胶成像系统拍照，送至生物公司进行测序。

１．６　系统发育分析

通过ＮＣＢＩ上的ＢＬＡＳＴ工具进行菌株的同源性分析，在
ＢＬＡＳＴ数据库获取相似序列以及慢生根瘤菌属参比菌株的
基因序列，用ＭＥＧＡ４．０软件的ＣＬＵＳＴＡＬＷ功能进行相似性
比对［１４］，序列比对后，用 ＭＥＧＡ４．０采用邻接法构建系统发
育树［１５］。发育树的自展检验对每个序列随机选取５００个重
复来评估发育树拓扑学的可靠性，用 Ｋｉｍｕｒａ２－Ｐａｒａｍｅｔｅｒ模
型（Ｋ２Ｐ）来计算基因间距离。
１．７　核苷酸序列入库编号

１２个菌株的１６ＳｒＤＮＡ基因的核苷酸序列和１７个菌株
的ｎｉｆＨ基因的核苷酸序列存放在ＧｅｎＢａｎｋ中，序列编号分别
为ＫＲ０９２３１６－ＫＲ０９２３２７和ＫＲ０９２３２８－ＫＲ０９２３４４。

２　结果与分析

２．１　菌株的生长性能
本研究中的所有供试菌株都能使花生结瘤，初步证明这

些菌株都属于根瘤菌。２８℃条件下，供试菌株在 ＹＭＡ平板
上长出单菌落约需要１周的时间，菌落呈乳白色，不透明或半
透明，边缘光滑，所有菌株因产生碱性物质而使含有 ＢＴＢ的
ＹＭＡ培养基平板由草绿色变为蓝色（图１）。这一结果进一
步表明供试菌株属于慢生根瘤菌属。

２．２　１６ＳｒＤＮＡ的系统发育分析
每个供试菌株的１６ＳｒＤＮＡ基因 ＰＣＲ扩增后都产生约

１４５ｋｂ的单一条带。对从不同地区采集的１２株代表菌株的
１６ＳｒＤＮＡ序列的ＢＬＡＳＴ进行分析，结果表明它们都属于慢
生根瘤菌属，与Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍｊａｐｏｎｉｃｕｍ有最大的相似性。

根据辽宁省本土花生慢生根瘤菌１６ＳｒＤＮＡ基因序列所
做的系统发育分析结果见图２。与最相近的参考菌株有至少
９７％的序列相似性作为菌株分群的标准，在１６ＳｒＤＮＡ基因的
系统发育分析中，所有菌株被分为４个类群，不同地区菌株的
区别显示在系统发育树上（图２）。所分成的４个类群都与
Ｂ．ｊａｐｏｎｉｃｕｍ有较高的序列相似性，Ｆ３属于类群Ⅰ，它分离自
辽宁省的北部，与 Ｂ．ｊａｐｏｎｉｃｕｍＵＳＤＡ６最相近，相似性达到
９９％；Ｃ１、Ｆ２、Ｆ４和Ｏ属于类群Ⅱ，它们分离自辽宁省的北部
和中部。菌株Ｂ２、Ｈ４、Ｇ２、Ｊ１、Ｊ３和４被归为类群Ⅲ，除了Ｈ４
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分离自辽宁省的北部，其余的都是在辽宁省的西部地区采集

的；仅Ｐ２菌株归为类群Ⅳ，它分离自辽宁省的西部。由于采集
自同一地区的菌株样本有被归到不同类群的现象，１６ＳｒＤＮＡ类
型与地理位置的相关性不太明显，但仍然有一定的相关性。

２．３　ｎｉｆＨ基因的系统发育分析
每一菌株的ｎｉｆＨ基因 ＰＣＲ产物均产生约０．７５ｋｂ的单

一条带。对１７株菌株测序结果进行ＢＬＡＳＴ，都显示与慢生根
瘤菌属的菌株有较高的同源性。根据辽宁省本土花生慢生根

瘤菌ｎｉｆＨ基因序列测定结果所进行的系统发育分析见图３。

以与最近的参考菌株有不少于９７％的序列相似性作为菌株
分群的标准，系统发育树可分为两大类群，都属于 Ｂ．ｊａｐｏｎｉ
ｃｕｍ，与Ｂ．ｊａｐｏｎｉｃｕｍＵＳＤＡ１１０有至少９７％的序列相似性，每
一类群与相应地理区域大致对应。类群 Ａ的菌株包括 Ｐ２、
Ｈ４、４、Ｆ３、Ｆ４、０１、Ｆ１、Ｆ２、Ｃ１，属于北部和中部气候区，类群 Ｂ
菌株包括Ｂ３、Ｂ４、Ｂ１、Ｂ２、Ｅ１、Ｊ１、Ｇ２、Ｊ３，分离自西部和中部地
区。与１６ＳｒＤＮＡ基因序列分析相比，ｎｉｆＨ基因的共生基因类
群Ａ对应１６ＳｒＤＮＡ基因类群Ⅰ、Ⅱ、Ⅳ，ｎｉｆＨ基因类群 Ｂ与
１６ＳｒＤＮＡ基因类群Ⅲ相对应，都属于Ｂ．ｊａｐｏｎｉｃｕｍ。

３　结论与讨论

在本研究中，从辽宁省不同地区的花生种植区分离出１７
株根瘤菌，依据回接结瘤能力、在含有ＢＴＢ的ＹＭＡ平板上产
生碱性物质的能力、１６ＳｒＤＮＡ和 ｎｉｆＨ基因序列分析的结果，

这些菌株都被归为慢生根瘤菌属。１６ＳｒＤＮＡ基因和管家基
因常被用作分子系统学分类和评估慢生根瘤菌系统发育关系

的的标记。本研究中，通过１６ＳｒＤＮＡ和 ｎｉｆＨ基因序列分析
证明１７株菌株都属于 Ｂ．ｊａｐｏｎｉｃｕｍ，即 Ｂ．ｊａｐｏｎｉｃｕｍ是辽宁
省慢生根瘤菌的优势种。辽宁省的地势北部高，南部地，从陆
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地向海洋倾斜，可以大致的分为３个地理区域：西部高地、中
部平原、东部丘陵。因此，地势的差异可能影响本土根瘤菌的

分布，在本研究中，依据１６ＳｒＤＮＡ基因的系统发育分析，供
试菌株被分为４个类群，所有类群都与 Ｂ．ｊａｐｏｎｉｃｕｍ有较高
的序列相似性，而依据ｎｉｆＨ基因序列的系统发育树将供试菌
株分类两大类，在这２种系统发育树间有较大的相似性，与
１６ＳｒＤＮＡ基因序列分析相比，ｎｉｆＨ基因的共生基因类群Ａ对
应１６ＳｒＤＮＡ基因类群Ⅰ、Ⅱ、Ⅳ，ｎｉｆＨ基因类群 Ｂ与 １６Ｓ
ｒＤＮＡ基因类群Ⅲ相对应，从每一类群中菌株的分布可以推测
地理因素与本土根瘤菌的分布有一定的相关性。

然而，由于每一样地取样量相对较小，降低了供试菌株的数

量，可能低估了辽宁本地慢生根瘤菌的生物多样性。尽管有些研

究报道了有快生根瘤菌使花生结瘤的现象［１６－１７］，但与花生共生

结瘤的菌株大部分都属于慢生根瘤菌［１８－２０］，在本研究中，从花生

根瘤中只分离出慢生根瘤菌，并未见快生菌结瘤的现象。

有研究显示，根瘤菌的分布、多样性和本土性受土壤类型

和气候环境影响［１１，２１－２２］。在对大豆所作的研究中，温度和土

壤ｐＨ值与尼泊尔地区根瘤菌种水平的分布有很大的相关
性［１０］。Ｄｉｎｅｓｈ等也报道了尼泊尔地区不同地理环境豇豆根
瘤菌的分布多样性［２３］。

总之，尽管本研究中供试菌株的多样性并不高，但是也对

辽宁省不同地理区域本土花生慢生根瘤菌系统发育多样性进

行的初步分析。结果显示，辽宁省花生慢生根瘤菌可能依赖

于地理位置而分布，这也暗示本土慢生根瘤菌的分布与环境

因素间的相关性。在今后的工作中，有必要增大采样量对辽

宁地区花生根瘤菌多样性进行深入研究。
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